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^) Nouveaux micro-organismes et precede pour ia production d'acide glutamique utilisant ces micro-organismes. 



^7) Llnvention a pour objet de nouveUes bact6ries utiles pour 
la production d'actde glutamique par fermentation d tempera- 
ture 6lev6e. 

Le micro-organisme seEon rinvention d6nomm^ Corynebacte- 
rium thermoamtnogenes a une temperature maximale de crois- 
sance de pas moins de 43 "C et la thermor6sistance d 55 **C 
pendant 10 mtn ou plus et i1 est capable d'accumuler une 
quantity miportante d'acide glutamique. 
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La presente invention concerne un nouveau micro-organisme 
capable d'accumuler une quantite importante d'acide glutamique par 
fermentation et un precede pour la production d'acide glutamique 
par culture du micro-organisme. 

Dans un proc^d^ qui consiste a accumuler une grande 
quantity d*acide glutamique et h le recueillir, a savoir la 
production d'acide glutamique par fermentation h I'echelle indus- 
trielle, on cultive des micro-organismes capables d'accumuler 
une grande quantite d'acide glutamique dans un milieu, dits 
bacteries productrices d"acide glutamique, dans une cuve de 
fermentation en utilisant un milieu approprid dans des conditions 
de culture convenablement controlees telles que pH, temperature, 
quantity d'oxygene dissous- Oe nombreuses publications ont ete 
faites sur la classification des bacteries productrices d'acide 
glutamique connues jusqu'a present ; on citera par exemple les 
publications suivantes : 

1. Kinoshita et autres, Amino Acids, 2^ p. 42 (1960), ci-apres 
Publication (1), 

2. Okumura et autres, J. Agr. Chem. Soc. Japan, 36^ p. 141 C1962), 
ci-apres Publication C2) . 

3. Takayama et autres, J- Agr. Chem. Soc- Japan, 39, p. 328 (1965) 
ci-apres Publication O) - 

4. Takayama et autres, J. Agr. Chem. Soc. Japan, 39^ p. 335 (1965) 
ci-apres Publication (4). 

5. Takayama et autres, J- Agr. Chem. Soc. Japan, 39^ p. 342 t1965) 
ci-apres Publication (5). 

6. Komagata et autres, J. Gen. Appl. Microbiol., 15, p. 243 (1969) 
ci-apres Publication (6). 

7. Yamada et autres, J. Gen. Appl. Microbiol., T6, p. 103 (1970), 
ci-apres Publication (7). 

8. Yamada et autres, J. Gen. Appl. Microbiol., i6, p. 215 (1970), 
ci-apres Publication (8). 

9. Yamada et autres, J. Gen. Appl. Microbiol., 18^ p. 399 (1972), 
ci-apres Publication (9). 

10. Yamada et autres, J. Gen. Appl. Microbiol., 18, p. .417 (1972), 
ci-apres Publication (10). 



Dans ces publications, les bact^ries productrices d'acide 
glutamique ne sont pas necessairement d^finies stricteraent comrae 
des bact^ries capables d'accumuLer une grande quantity d'acide 
glutamique dans un milieu. Cependant^ conime raesure de la quantity 
de production, les bacteries productrices d'acide glutamique sont 
raisonnablement interpr^t^es coinnie d^signant des micro-organismes 
utillsables industriellement capables d'accumuler au moins 30 g/l 
d'acide glutamique dans un milieu avec un rendement d"au moins 30 X 
par rapport au glucose, cooroe decrit dans la publication CD. 

Ces bacteries productrices d*acide glutamique connues 
sont toutes des batonnets aerobies. Gram posit if et ne formant 
pas de spores et class^es dans un groupe bacterien denomme 
coryn6bacteries. En outre, on connaTt entre autres I'ef-fet 
suivant concernant les propri6tes morphologiques et les propri^t6s 
physiologiques et biologiques : elles sont capables d'accumuler 
une grande quantity d'acide glutamique dans un milieu, sont auxo- 
tropes vis-a-vis de la biotine, contiennent de I'acide mesodiamino- 
pimeLique dans leurs parois cellulaires et ont une teneur en 
6C d'environ 55 % dans I'ADN, sont semblables les unes aux autres, 
etc. A partir de ces faits, on admet largement que des micro- 
organismes connus denommes bacteries productrices d'acide gluta- 
mique sont voisins les uns des autres du point de vue taxonomique. 
En depit du fait qu'elles soient considerees comme des micro- 
organismes voisins Les uns des autres, les bacteries connues 
productrices d'acide glutamique sont identifi^es comme appartenant 
a des genres diff^rents tels que le genre Brevibacterium, le 
genre Corynebacterium, le genre Microbacterium, etc. Une cause 
principale de ces diverses classifications provi ent, pense-t-on, 
de pratiques ant^rieures dans I ' identification qui se faisait 
entre autres selon un systeme different de classification et une 
norme de classification de la version la plus r^cente actuelle- 
ment du Sergey's Manual of Determinative Bacteriology, qui est 
I'ouvrage faisant le plus autorite dans le monde pour I 'identi- 
fication des bacteries, une difference d'un agent d 'ident if i cat ion 
de La classification standard, etc. En outre, Kinoshita et autres. 
Publication (1), ont fait des recherches taxonoroiques sur 
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environ 20 bactiries productrices d'acide glutamique et en utiU- 
sant comme norme de cLassif ication des propri6t6s communes de 
ces bact^ries^ its ont propose de cr4er Le genre des bacteries 
productrices d'acide glutamique. Dependant, cette proposition 
n'a pas 6te Largement adoptee jusqu'a present. 

Dans La production d'acide glutamique par fermentation 
a I'echelle industriellc, on cultive tes bacteries productrices 
d'acide glutamique ci-dessus dans un milieu contenant des compo- 
sants tels que glucose, saccharose, acide acetique, etc., en 
conditions aerobies en utilisant I 'ammoniac, I'uree, le sulfate 
d'ammonium, etc., comme sources d'azote pour accumuler dans Le 
milieu une quantite importante d'acide glutamique. La quantite 
d'acide glutamique a accumuler varie selon la composition du 
milieu, le pH d' incubation, la temperature de culture, la quantite 
d'oxygene dissous, les moyens de secretion dans le milieu de 
I 'acide glutamique produit dans les cellules, etc. Cependant, 
en reglant ces facteurs dans des gammes optimales, on peut 
accumuler I 'acide glutamique avec un rendement de 30 % ou plus 
par rapport au glucose, a une concentration d'acide glutamique 
accumul^ de 30 g/l ou plus. 

L'acide glutamique a ete produit industriel Lement par 
la m^thode de fermentation decrite ci-dessus non seulement au 
Japorvmais egalement dans d'autres pays. Dans la production 
industrielle, I'un des facteurs les plus importants est une 
capacite de production elevee. La presente invention propose 
une technique tres 6conoraique pour produire l'acide glutamique 
par fermentation a I'^chelle industrielle. 

Dans la production industrielle d'acide glutamique par 
fermentation, il existe certains parametres techniques pour mesurer 
le perfectionnement du point de vue ^conomique. Par exemple, ces 
facteurs sont une augmentation du rendement par rapport au. glucose, 
une augmentation de la concentration d'acide glutamique accumule, 
une diminution de la duree d'incubation, etc- Un autre facteur 
important est I 'eUvation de la temperature d'incubation. L'incu- 
bation est raise en oeuvre a une temperature optimale pour la 
fermentation d'acide glutamique ; dans le cas ou I'on utilise 



2612937 



4 

des bact^ries classiques productrices d'acide gLutamique, cette 
temperature est en general de 31 a 32**C. Lorsque I •incubation 
est amorc^e, la fermentation produit de la chaleur de sorte que, 
si on laisse le systeme tel quel, la temperature de la solution 
de culture augmente de sorte que la production d'acide glutamique 
diminue forteraent. Afin de maintenir la temperature de la solution 
de culture dans une gamme optimale, il est necessaire de placer 
un ^changeur de chaleur dans le fermenteur et de recycler a 
I'echangeur de l*eau ref roidie brusquement. Afin d'obtenir de I'eau 
refroidie/On doit utiliser un ref rigerateur, mais a cause de la 
grande quantity de chaleur de fermentation produite, I'^nergie 
eiectrique consommee par le ref rigerateur est ^galement importante- 
En consequence, s'il est possible d*4lever la temperature d'incu- 
bation dans la fermentation d'acide glutamique au-dessus de la 
temperature classique^ les frais de refrigeration peuvent etre 
reduits, ameliorant ainsi la production industrielle du point 
de vue economique. 

A la suite de di verses recherches pour resoudre le 
probleme decrit c^-dessus, la demanderesse a trouve un nouveau 
mi cro-organisrae capable de produire de l*acide glutamique dans 
les memes quantites que Les bacteries classiques productrices 
d'acide glutamique (rendement de 30 X ou plus par rapport au - 
glucose, quantite d'acide glutamique accumulee 30 g/l ou plus) 
et capable d'accumuler une quantite importante d'acide glutamique 
dans une gamme de temperatures elevees - par exemple A3**C a 
laquelle les bacteries classiques productrices d'acide glutamique 
ne poussent pas et La fermentation d'acide gLutamique est impos- 
sible. On fait pousser ces roicro-organisroes h une temperature de 
A5*C a laquelle les bacteries classiques productrices d'acide 
glutamique ne peuvent pas pousser et les inventeurs ont trouve 
des conditions pour L 'accumulation d'une quantite importante 
d'acide glutamique dans un milieu par fermentation d'acide gLuta- 
mique, utilisant le micro-organisme. La presente invention repose 
sur cette decouverte- 

En ce qui concerne La temperature de croissance des 
bacteries classiques productrices d'acide gLutamique, la temperatu 
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de croissance est une propriety comtwune aux bact^ries product rices 
d*ac1de glutamique dans toutes les publication^ dans La nesure 
ou elle est nentlonn^e dans Les publications nientlonnees c1-dessus. 
Autrement dlt^ on Indique dans la Publication (1) que les bact^rles 
5 productrlces d'acide glutamique poussent blen a 28*37*C« Dans la 
Publication C2), les bacterles poussent blen h 30-37 **C, reals 
beaucoup de bacterles ne poussent presque pas k AO^'C. XL est 
6ga lenient Indique dans la Publication (4) que la temperature 
optimale de croissance est de 25 a 37*'C/ mals les bacterles ne 

10 poussent presque pas a 42**C. II est Indique dans la Publication C9> 
qu'aucune bacterle ne pousse k 42*'C« II est indiqu4 dans la 
Publication C9) qu'aucune bacterle ne pousse a 42**C. Menie en 
admettant que Les precedes et les normes d'evaluation de la 
croissance puissent etre differents dans les publications respec- 

15 tives, on suppose que la temperature de croissance la plus elevee 
des bactdrles classiques productrlces d'acide glutamique serai t 
d'environ 42*'C. La demanderesse a determine La temperature de 
croissance la plus elevee de chacune des 20 souches indiquees 
dans Le tableau T ci-apres, qui sont presque toutes des souches 

20 bacteriennes accessibles a parti r de bacterles connues que I 'on 
suppose productrlces d'acide glutamique, par deux precedes, a 
savoir une methode a thermostat liquide secoue utilisant un 
bouillon nutritif comme milieu^et par culture sur plateau 
avec un thermostat gazeux de grand e precision utilisant une 

25 gelose nutritive comme milieu. En consequence, on n 'observe pas 
du tout de croissance des souches essayees ^ 42**C par I 'une ou 
I 'autre des nethodes de culture en liquide et sur plaque. On a 
done estime que La temperature de croissance la plus elevee des 
bacterles classiques productrices d'acide glutamique est infe- 

30 rieure h 42*C. 
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TABLEAU 1 



Temperature de cro issance la plus ^Lev^g et resistance a la temoe 
rature mesuree su r les bacteries productrires d'acide Qlutamioue 
connues. 



Brevibacterium ammoniagenes 


ATCC 


13745 


Brevibacterium divarlcatttnt 


NRRL B2312 


Rr^^vThacte riuBi f lavuin 


ATCC 


13826 


Brei/ibacteriuni f Lavure 


ATCC 


14067 


Brevibacterium glutaTBigenes 


ATCC 


13747 


Brevibacterium immariophi Lum 


ATCC 


14068 


Brevibacterium lactof ermentum 


ATCC 


13869 


Brevibacterium roseura 


ATCC 


13825 


Brevibacterium saccharolyticura 


ATCC 


14066 


Brevibacterium taipei 


ATCC 


13744 


Brevibacterium thiogenitalis 


ATCC 


19240 


Corynebacterium acetoacidophi Lum 


ATCC 


13870 


Corynebacterium calLunae 


NRRL 


B224A 


Corynebacterium glutamicum 


ATCC 


13032 


Corynebacterium glutamicum 


ATCC 


13761 


Corynebacterium herculis 


ATCC 


13868 


Corynebacterium liliura 


NRRL B22A3 


Corynebacterium melassecola 


ATCC 


17965 


Corynebacterium sp« 


ATCC 


14747 


Microbacteriuro ammoniaphi lum 


ATCC 


153 5 A 
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Dans I'hypothese ou, af In d'effectuer la production 
d'acide glutaiiiique par fermentation dans une gamine de temperatures 
plus ^Levees que Les temperatures d* incubation classiques, les 
micro-organisroes necessaires seraient des micro-organismes ayant 
5 une temperature de croissance maximaLe superieure a telle des 

bacteries classiques productrices d'acide glutamique^ la deroande- 
resse a isole des micro-organisraes qui poussent h 43**C a parti r 
de divers echanti lions dans le ©onde naturel comroe sources d'iso- 
lement et on fait un relev4 de souches capables d^accurauler une 

10 quantity importante d'acide glutaroique dans un milieu et elle 
a acquis 14 souches de sources differentes pour iMsoLement des 
micro-organisroes. D'apres les resultats d'essais et L 'identifi- 
cation des proprietes bacteriologiques de ces souches^ on a estime 
que Les souches isolees sont voisines les unes des autres et 

15 classees dans la meme espece. Ondecrit ci-dessous les proprietes 
bacteriologiques de qUatre souches representatives Csouches 
n» AJ 12308, AJ 12309, AJ 12310 et AJ 12340). 
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CoBiroe "indiqu^ ci-dessus, ces souches bact^riennes 
(ci-apr6s d§nomra^es bacteries de la presente invention) sont toutes 
des bStonnets Gram positif, ne forinant pas de spores, qui poussent 
par voie a^robie et appartiennent done au groupe des coryn^- 
5 bacteries. En outre/ les bacteries de la presente invention ont 
les caractiristiques suivantes : ^^^^ division cellulaire 
est du type par rupture ; I ' ami noac i de dibasique contenu 
dans les parois cellulaires est I'acide iD^sodiaminopimfilique ; ce 
sont des bacteries resistantes a I 'osmose capabLes de pousser dans 
10 un milieu contenant 5 % de set ; elles ont besoin de biotine pour 
leur croissance ; elles produisent une quantite importante d*acide 
glutamique a partir des sucres avec un rendement eleve et I'accu- 
mulent dans le milieu comme indiqu§ dans les exemples decrits ci- 
apres/ etc. ; et ces proprietes sont identiques h eel les des 
15 bacteries eonnues classiques productrices d'acide glutamique. En 
outre, dans les autres proprietes morphologiques, physiologiques 
et bioLogiques, les bacteries ont de norabreuses propri^t^s communes 
aux bacteries eonnues productrices d'acide glutamique. 

D'apres ce qui precede/ on considere en ce qui concerne le 
20 genre que les bacteries de la presente invention appartiendraient 

raisonnablement au meme genre que les bacteries eonnues productrices 
d'acide glutamique. Comme decrit precedemment , les opinions 
peuvent etre divisees sur le genre dans lequel doivent etre classees 
Les bacteries eonnues productrices d*acide glutamique, mais seLon 
25 le tout recent Bergey's Manual, 8e edition, en rapport avec le 

groupe des coryn6bacteries defini en reference aux publications (1) 
h CIO), etc., les bacteries eonnues productrices d'acide glutamique 
sont divisees entre le genre Corynebacterium et le genre Brevi- 
bacterium. En tenant compte de ce que le genre Brevibaeterium est 
30 lui-meme traits comme un "Genus ineertae sidis"du point de vue 

taxonomique et le genre Corynebacterium comme un genre ordinaire, 
cependant, on considere tout k fait probable a I'heure actuelle 
que les bacteries de la presente invention appartiennent au genre 
Corynebacterium. 

35 On donne h la suite un examen taxonomique des bacteries 

de I 'invention au niveau de I'espece- Les trois points suivants 
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dans les propri^t^s bacterioLogiques sont differents entre les 
bact^ries de La presente invention et Les batteries connues 
productrlces d'acide glutamique en commun. Un premier point 
caract^ristique est que La temperature La pLus elevee reveLant 
une croissance nettement observabLe est de 43**C ou pLus. Comme 
decrit ci-dessus^ La temperature de croissance La pLus e Levee 
des bact^ries connues product rices d*acide gLutamique est 
d'environ A2**C ou moinsz-raais iL n'existe pas de bacteries 
capabLes de pousser S ^5^*0 ou pLus. 

Un second point caracteristique est La resistance a La 
temperature. Dans La resistance a la temperature, on ne peut 
obtenir que dif f i ci Lement des resuLtats precis dans Le cas ou 
L 'on effectue Le test a grande echeLLe en utiLisant un tube a 
essais;^ etc., parce que La duree de conduction therraique, etc., 
varient fortement. Done, un test effectue en mettant en suspen- 
sion Les bacteries dans Le lait ecreme et en enferraant La sus- 
pension de maniere etanche dans un tube capiLLaire est considere 
corome meiLLeur (PubLication (3)). Les bacteries de La presente 
invention peuvent toutes survivre dans Le jit ecreme apres traite- 
ment a 55*0 pendant 10 min par La methode du tube a essais capiL- 
Laire. Au contraire. La pLupart des bacteries connues product rices 
d'acide gLutamique sont mortes apres un traitement a 55°C pendant 
10 min seLon cette technique ; mais une publication indique que 
quelques bacteries presentent une Legere survie (Publication C3) ) . 

En rapport avec cette publication, la demanderesse a 
reproduit L 'experi ence. Le test de thermostability a ete effectue 
avec toutes Les bacteries connues productrices d'acide gLutamique 
indiqu^es dans Le tabLeau 1 dans Les memes conditions que pour 
Les bacteries de La presente invention ; en consequence, Les 
bacteries connues productrices d'acide gLutamique sont toutes 
mortes par traitement a 55**C pendant 10 min. Par centre, dans 
Les bacteries de La presente invention, Les 14 souches isolees 
survivent toutes dans Le traitement a 55*C pendant 10 min. En 
outre, 11 de ces souches survivent ega lement meme apres traite- 
ment a 60*C pendant 10 min. 
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Un trolsi^ine point caract^ristique est que les bacteries 
de la pr^sente Invention peuvent accumuLer une quantite importante 
d'acide glutamique menie h AS^C. Les conditions de I 'experience et 
les quantit^s d'acide glutamique accumuL^es sont indiquees dans 
5 les exempLes. On a determine I •accuinuLation d'acide glutamique 
dans les meraes conditions par Les bacteries connues productrices 
d'acide glutamique indiquees dans le tableau 1, mais toutes Les 
souches bact^riennes ne poussent pas et La quantity d'acide gluta- 
mique accumul^e est pratiquement nulle. 
-)0 Les proprietes des bacteries de la pr^sente invention 

d^crites ci-dessus ne sont pas observees avec Les bacteries connues 
productrices d'acide glutamique ; en parti culier, il est Impossible 
d'augmenter ou d'am^liorer Les proprietes de temperature maximale de 
croissance et de thermostabi I ite par ;une operation en vue de 
15 la mutation des micro-organismes et ces proprietes sont consi- 
der6es comme stables. En consequence, on peut interpreter les 
resultats comme donnant une base suf-fisante pour consid^rer que 
les bacteries de la pr^sente invention sont differentes de n'importe 
laqueLLe des bacteries connues productrices d'acide glutamique. En 
20 outre, on observe de legeres differences dans les proprietes 
morphoLogiques telles que conditions de croissance, nuance de 
couleur des colonies, etc., et des differences dans Les proprietes 
physiologiques et biochimiques telles que formation d'acide a 
partir de saccharose, de maltose, de trehalose, de D-mannitol, 
25 D-inositol, etc., test MR, test VP, reduction des nitrates et 

test de L'urease, etc., entre les 14 souches isolees de la presente 
invention. Ces differences sont au niveau de la souche mais on 
considere qu'eLles ne conviennent pas pour les classer dans des 
especes differentes. Done, les bacteries de la presente invention 
30 ont toutes ete identifiees comme appartenant ^ La merae espece. 

On a effectue une comparaison des bacteries de la pre- 
sente invention avec des bacteries appartenant au groupe des 
corynebacteries autres que les bacteries productrices d'acide 
glutamique ; cependant, on n'a pas trouve de bacteries dans 
35 I 'espece correspondante. D'apres ce qui precede, les bacteries 

de la presente invention ont toutes ete identifiees comme une nouvelle 
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espece du genre Corynebacterium et denommees Corynebacterium 
therrooaminogenes nov. sp- 

Des souches representatives appartenant a cette espece 
sont les souches AJ 12308, AJ 12309, AJ 12310 et AJ 12340, qui 
5 ont M deposees sous les PERM P-9244 (PERM BP-1540), 
FERM P-9245 (FERM BP-1541), PERM P-9246 (PERM BP-1542) et 
PERM P-9277 (FERM BP-1439) respect ivement* 

Ces souches identifiees ci-dessus par Les PERM P-92A4, 
9245, 9246 et 9277 ont ete initialement deposees Le 10 mars 1987 

10 (PERM P-9244 a 9246) et le 13 mars 1987 (FERM P-9277) a I'Institut 
de Recherche sur la Fermentation, Agence de I'Industrie et de la 
TechnoLogie, Ministere du Commerce Internationnal et de I 'Industrie 
(PHI), 1-3, Higashi 1-choine, Tsukuba-shi, Ibaragi-Ken 305, Japon, 
et on leur a attribue les n* PERM P-9244, 9245, 9246 et 9277 

15 indiques ci-dessus. 

Ces depots de souches ont ensuite ete convertis en depots 
selon le traite de Budapest le 27 octobre 1987. Et Les souches 
FERM P-9244, P-9245, P-9246 et P-9277ont regu les numeros corres- 
pondants FERM BP-1540, 1541, 1542 et 1539, -espectivement . 

20 ExempLe 1 

Dans un petit fermenteur ayant un volume de 1 L, on 
charge 300 ml d"un milieu Liquide de culture ayant La composition 
indiquee dans le tableau 2 ci-apres et on cuLtive Corynebacterium 
thermoaminogenes AJ 12308 a une temperature de 43*^C, tout en 

25 effectuant des additions appropriees de gaz ammoniac pour 

maintenir Le pH du milieu de culture 7,5-8,0. Cinq heures apres 
le debut de la culture, on ajoute de La penicilline a une concen- 
tration de 3 U/roL lorsque la densite optique atteint 0,6 et on 
poursuit encore La culture. La solution de culture obtenue apres 

30 incubation pendant 16 h est analysee par chromatographic Liquide 
haute performance. En consequence, L'acide glutamique s'est 
accurouL6 a une concentration de 39,1 g/L. La quantite d'acide 
glutamique accumulee est de 0,1 g/l ou moins dans un essai effec- 
tue simultanement avec Brevibacterium flavum ATCC 13826 dans Les 

35 memes conditions. 
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TABLEAU 2 

Composition du milieu utiU sfe dans le test de 
production oar fermentation d'aci rig glutamioue 

Glucose 100 9 

Hydrolysat de soja <en azote total) 0,36 g 



KH^PO^ 



1 g 

1 9 

2 mg chacun 



Vitamine B^.HCL ''0° Y 

10 Biotine ""OO ^ 



Sulfate d' ammonium 
Eau 



5 g 
1 000 ml 



pH 7,8 

Exemole 2 

On met en oeuvre la production par fermentation d'acide 
glutamique en utilisant Corynebacterium therminoaminogenes AJ 12309 
de maniere semblable a l-exemple 1- En consequence, il s'est accu- 
mule A0,0 g/l d'acide glutamique dans la solution de culture obtenue 
apres incubation pendant 19 h. 
20 Exemole 3 

On met en oeuvre la production par fermentation d'acide 
glutamique en utilisant Corynebacterium thermoaminogenes AJ 12310 
de maniere semblable a I'exemple 1. En consequence, il s'est accu- 
mule 35,2 g/l d'acide glutamique dans la solution de culture obtenue 
25 apr^s incubation pendant 17 h. 
Exemole A 

On met en oeuvre la production par fermentation d'acide 
glutamique en utilisant Corynebacterium thermoaminogenes AJ 123A0 
de maniere semblable a I'exemple 1. En consequence, il s'est accu- 
mule 38,1 g/l d'acide glutamique dans la solution de culture obtenue 
apres incubation pendant 18 h. 
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gxemole 5 

Dans un petit fermenteur d'un volume de 1 L, on charge 
300 ml de milieu liquide de culture ayant la composition indiquee 
dans le tableau 2 dont on a retire le glucose et le sulfate d'amroo- 
5 nium et auxquels on a ajoutle 20 g d'acetate d'aromonium et on 

cultive Corynebacterium thermoaminogenes AJ 12308 a une temperature 
de 40*C tout en ajoutant des supplements convenables d'acide ace- 
tique ou de gaz d^ammoniac pour maintenir le pH du liquide de 
culture a 7^5-8,0. Huit heures apres le ddbut de la culture, on 

10 ajoute de la penicilline a une concentration de 3 U/ml lorsque 
la densiteoptique atteint 0,6 et on poursuit encore la culture. 
La solution de culture obtenue apres incubation pendant 2A h est 
analysee par chromatographie liquide haute performance- En conse- 
quence, I'acide glutamique s'est accumule a une concentration de 

15 32 g/l, ce qui correspond a un renderoent de 31,5 % par rapport 

a l*acide acetique. 

II est entendu que I 'invention n'est pas limitee aux 
modes de realisation preferes decrits ci-dessus a titre d'illus- 
tration et que I'homme de I 'art peut y aprorter di verses modifi- 
20 cations et divers changements sans toutefois s'ecarter du cadre 
et de I 'esprit de I 'invention. 
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REVENDICATIONS 

1. Nouveau micro-organisme denorame Corynebacterium 
thermoaminogenes, caracteris^ en ce qu'il a une temperature maxi- 
maLe de croissance de pas moins de 43»C et une thermoresi stance 

5 ^1 55**C pendant 10 min ou pLus et it est capable d'accumuler une 
quantity importante d'acide glutamique- 

2, Micro-organisme selon La revendi cation 1, caract^rise 
en ce qu*iL consiste en une souche choisie parnii PERM BP-1539, 
PERM BP-1540, PERM BP-15A1 et PERM BP-1542. 

10 3. Proced^ pour La production d'acide glutamique par 

fermentation, caract^rise en ce qu ' i L consi ste a effectuer la 
fermentation d'acide glutamique en utilisant Corynebacterium 
thermoaminogenes et a recueillir L'acide glutamique a parti r de 
La solxJtion de culture. 

15 4. Precede selon La revendication 3, caracterise en ce 

que Ledit Corynebacterium consiste en une souche choisie parmi 
PERM BP-1539, PERM BP-1540, PERM BP-1541 et PERM BP-1542. 
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